














学校编码：10384                                                分类号  密级    










硕 士 学  位  论  文 
   
 
 
受体 UNC5B 与 ITGA6 相互结合及其在血管发育
中的作用研究 
 







指导教师姓名：袁  立 
专  业 名 称：生物化学与分子生物学 
论文提交日期：2014 年 5 月 
论文答辩时间：2014 年 5 月 




答辩委员会主席：   
评阅人：   
 





















另外，该学位论文为（                            ）课题（组）
的研究成果，获得（               ）课题（组）经费或实验室的






































（     ）1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，
于   年  月  日解密，解密后适用上述授权。 







                             声明人（签名）： 


















目录 ......................................................................................................... I 
目录（英文） ...................................................................................... III 
摘要 ......................................................................................................... 1 
摘要（英文） ......................................................................................... 3 
前言 ......................................................................................................... 5 
1.1 血管系统发育的研究进展 ........................................................................... 5 
1.2 UNC5 及其配体家族 ................................................................................... 7 
1.3 整合素受体家族 ........................................................................................10 
    1.4 本研究的思路、目的和意义 ......................................................................13 
实验材料与仪器设备 ........................................................................... 15 
2.1 材料与试剂 ................................................................................................15 
2.2 主要仪器 ....................................................................................................17 
2.3 试剂配方 ....................................................................................................17 
3.1 ITGA6 基因的克隆 ....................................................................................20 
 3.2 ITGA6 表达载体与 RNAi 载体构建 .........................................................24 
 3.3 病毒的包装、浓缩与滴定 .........................................................................28 
 3.4 Western blot ...............................................................................................30 
 3.5 免疫共沉淀技术 ........................................................................................32 
 3.6 双分子荧光互补（BiFc）技术 .................................................................33 
 3.7 Real-time PCR 技术 ...................................................................................33 
 3.8 内皮细胞成管、粘附、迁移与增值实验 ..................................................34 
 3.9 小鼠动脉环试验 ........................................................................................36 
结果与分析 ........................................................................................... 38 
















4.2 UNC5B/ITGA6 对血管新生的影响 ...........................................................45 
4.3 UNC5B/ ITGA6 对细胞迁移、粘附和增殖的影响 ..................................53 
4.4 UNC5B 与 ITGA6 结合的作用机制 ..........................................................65 
讨论 ....................................................................................................... 69 
参考文献 ............................................................................................... 73 



















CONTENTS(ENGLISH) .................................................................... III 
ABSTRACT(CHINESE) ....................................................................... 1 
ABSTRACT(ENGLISH) ....................................................................... 3 
Introduction ........................................................................................... 5 
1.1 Progress in vascular system development .................................................. 5 
1.2 UNC5s and their ligands ............................................................................. 7 
1.3 Integrin receptor family ............................................................................10 
1.4 Purpose and significance of this thesis ......................................................13 
MATERIALS AND EQUIPMENT ..................................................... 15 
2.1 Materials and Reagents .............................................................................15 
2.2 Equipment ..................................................................................................17 
2.3 Reagents Formula ......................................................................................17 
3.1 Cloning of human ITGA6 ..........................................................................20 
3.2 Vector construction ....................................................................................24 
3.3 Virus packaging、concentrating and titering ..........................................28 
3.4 Western blot ...............................................................................................30 
3.5 CO-IP .........................................................................................................32 
 3.6 BiFc.............................................................................................................33 
3.7 Real-time PCR ...........................................................................................33 
3.8 Assay of cell migration, adhesion, proliferation and tube formation .......34 
3.9 Mice arotic ring assay ................................................................................36 
RESULTS AND ANALYSIS ................................................................ 38 
















 4.2 Impacts of UNC5B/ ITGA6 on angiogenesis ...........................................45 
       4.3 Impacts of UNC5B/ ITGA6 on endothelial cell migration, adhesion 
        and proliferation ........................................................................................ 53 
 4.4 Molecular mechanism of UNC5B/ ITGA6 complex in angiogenesis ......65 
DISCUSSION ....................................................................................... 69 
REFERENCES .................................................................................... 73 





























系统中的作用与机制中, 我们实验室初步发现，UNC5B 可以与整合素 ITGA6 结
合。本论文旨在研究 UNC5B 与 ITGA6 在血管新生过程中的相关性，并对其作
用机制进行了初步探索。 
首先，我们利用免疫共沉淀实验(CO-IP)和双分子荧光互补实验(BiFc)的方法
证实了 ITGA6 与 UNC5B 之间存在相互结合，并发现这两种跨膜蛋白是通过胞
外段相互结合的。接着，在小鼠动脉环实验中，通过添加特异性抗体、添加 Fc
融合蛋白等方法做不同处理，发现 UNC5B 与 ITGA6 在动脉环出芽过程中功能
相关。并利用 RNAi 抑制和过表达处理内皮细胞在基质胶（matrigel）培养中的
成管实验，印证了 UNC5B 与 ITGA6 在血管新生过程中功能相关这一结论。进
一步，我们利用处理内皮细胞的增殖、迁移和粘附等实验，研究了 UNC5B 与
ITGA6 相互作用在调节血管新生的细胞机制，发现 UNC5B 与 ITGA6 功能相关
主要体现在血管内皮细胞迁移和粘附过程中，而对内皮细胞增殖能力并无显著影
响。最后，通过检测 UNC5B 对 ITGA6 下游相关因子活性的影响，以及 ITGA6
对粘附相关因子 FAK、Src 磷酸化水平的影响，初步探究 ITGA6 与 UNC5B 作用
的分子机制。 
















后的 UNC5B 对 ITGA6 的作用可产生一定程度的拮抗，并通过 FAK-Src 通路，
影响内皮细胞的粘附与迁移能力，从而起到抑制血管新生的作用。 
 

















Blood vessels and nerves both form complex branched networks that distrubute 
into all tissues and organs. In the nervous system, axonal guaidance molecular system 
composed of cues and their receptors in the growth cone are responsible for the axon 
navigation and formation of the functinal network. As one of the important recent 
discoveries, the guaidance mechamis have been revealed also in the wiring and 
patterning of the vascular system, which profounds our understansing of vascular 
development from local pro/anti-angiogensis to arrangement of the entire system. The 
dicscovery of roles of the Netrin-1/Unc5B ligand/receptor in angiogenesis has 
contribetd importantly for the new conception and attracted broad attentions. However, 
results from various studies of the roles of the Netrin-1/Unc5B in angiogenesis are 
conflicting and further investigation is required for the mechanisms. Some previous 
work in our lab found that UNC5B could interact with ITGA6. The present study is to 
investigate the roles of this interaction during angiogenesis. 
First, by performing Co-Immunoprecipitation (Co-IP) and Bimolecular 
Fluorescence Complementation (BiFc) assays, we confirmed that UNC5B can interact 
with ITGA6 and identified that this interaction involves the extracellular rather than 
the intracellular domains of these two receptors.  Next, we use three-dimensional ex 
vivo mouse aortic ring assay with specific Ab or Fc-fused protein blocking and tube 
formation assay with RNAi-treated and over-expressed endothelial cells to study its 
roles in angiogenesis, and we found that the interaction between UNC5B and ITGA6 
palys a vital role during angiogenesis. Furthermore, we found that the interaction has 
major effects on endothelial cell migration and adhesion, whereas the interaction 
exerts limited effects on cell proliferation. Last, we found that overexpression of 
UNC5B reduces integrin-linked kinase (ILK) phosphorylation; and knocking down 
ITGA6 gene expression reduces the tyrosine phosphorylation of both Focal Adhesion 
















migration and the most proximal activated integrin effectors.  
In conclusion, we found for the first time that UNC5B and ITGA6 can interact to 
each other through their extracellular domains. During angiogenesis, UNC5B inhibts 
ITGA6 mediated endothelial cell migration and adhesion via the FAK-Src pathway. 
 





































































































促进血管内皮迁移，在体内环境下促进血管生长， Sema3E / PlexinD1 在血管导
向过程中起排斥作用[18]； Slit 及其配体在导向血管新生上的作用也被报道，斑
马鱼中敲低 Robo-4 的表达量导致体节间血管发育缺陷[?]， Park 等人研究发现

















1.2 Netrin 及其受体家族 
1.2.1 Netrin 及其受体家族的结构 
  UNC5 家族作为神经导向分子 Netrin 家族的受体。Netrin 家族具有高度的
进化保守性，其结构与层粘连蛋白相关。在线虫中，仅存在一种 Netrin 蛋白
UNC-6；在果蝇中，Netrin 家族包括 Netrin-A 和 Netrin-B 两个成员；在哺乳动物
中，Netrin 家族主要包括三个成员：Netrin-1、Netrin-3 和 Netrin-4（βNetrin）。
在结构上，Netrin-1 和 Netrin-3 与层粘连蛋白的 γ-链同源，而 Netrin-4（βNetrin）
则与层粘连蛋白的 β-链同源[21] (图 1.1A)。 
   在哺乳动物中，Netrin 的受体主要包括两大家族：DCC 家族和 UNC5 家
族。DCC 家族包括 DCC 和 Neogenin，属于免疫球蛋白超家族成员，其胞外部分
主要包括免疫球蛋白结构域和纤连蛋白Ⅲ型结构域（FN-Ⅲ），其胞内所含的三
个保守结构域可与下游信号分子相互作用。UNC5 家族主要包括 UNC5A、
UNC5B、UNC5C 和 UNC5D 四个跨膜蛋白分子，其胞外部分由两个免疫球蛋白
结构域和两个凝血酶敏感蛋白Ⅰ型结构域（TSP1）构成，胞内部分主要包括一




图 1.1 Netrin 及其受体 UNC5 和 DCC 的结构 
A 引自 Eichmann et al.（2005）[13] B 引自 Catarina et al.（2008）[26] 

















的功能：Netrin-1 与 DCC 结合后起吸引轴突的作用，而与 UNC5 受体结合后可
起到排斥轴突的作用。Netrin-1 在神经导向上的这种双重功能具有种间保守性。
通过 DCC 功能丧失实验已证实在线虫、果蝇及小鼠中，该受体参与介导由
Netrin-1 引发的吸引作用[14, 27, 28]。类似地，UNC5 受体的功能丧失实验证实
Netrin-1 引发的排斥作用依赖 UNC5 受体的存在[15, 17, 29, 30]。Hong 等人证实在




行使作用。Stein 等人研究发现腺苷酸受体 A2B 可以作为 Netrin-1 受体介导其功
能的行使[22]。在上皮细胞中，整合素 α6β4、整合素 α3β1 可作为 Netrin-1 的受体，
参与有关粘附和迁移途径的调节[23]。目前已有大量关于 Netrin-1、Netrin-3 与
UNC5 受体家族结合的报道，但尚无关于 Netrin-4 激活受体 UNC5B 的报道[24, 25]。 
 
1.2.2 UNC5B 及其配体家族在血管发育过程中的作用 
  目前已有大量研究证明UNC5B及其配体家族在血管发育过程中发挥重要
作用。Lu 等对小鼠和鸡胚胎在血管发育过程的表达分布进行了检测，并在通过
基因敲除小鼠首先揭示了 Netrin-1/UNC5B 在血管系统中的的作用[32]。 他们发现





























起的[24, 32]。也可能与 Netrin-1 浓度相关，Yang 等利用体外实验发现 Netrin-1 在
低浓度时促进血管新生，高浓度时抑制血管新生[33]。实际上 Netrin-1 在神经发
育的轴突导向过程中可发挥吸引或排斥双重作用， Netrin-1 主要依赖不同受体
传递不同信息：通过 DCC 介导主要产生吸引作用的效果，而通过 UNC5 介导排
斥作用。近年研究发现，UNC5 介导的排斥作用也需要 DCC 的参与，UNC5B 与
DCC 结合后，可将吸引作用转变为排斥作用[16]。我们推测在血管过程中可能存
在相似的机制，Netrin-1 与 UNC5B 的结合可能通过与其他不同受体的联合而产
生的作用效果。因此，我们对可能与UNC5B结合的受体进行筛选，并发现UNC5B
可与 ITGA6 相互结合。 
1.2.3 UNC5B 及其配体与其它受体结合的研究进展 
目前已证实 UNC5B 可以与多个其它受体结合，参与调节神经发育、血管新
生、细胞粘附等多种生理活动。UNC5B 与 DCC 通过胞内区域结合，参与调节
Netrin-1 对神经元轴突的排斥作用[16]。UNC5B 与 Neogenin 作为 RGMa(Repulsive 
Guidance Molecule A )共受体，介导排斥神经元轴突生长[35]。UNC5B 与 LARG
结合后，参与调节 RhoA 的活性[36]。Robo4 通过激活 UNC5B，抑制血管新生并
维持血管完整性[37]。在爪蟾胚胎期，UNC5B 与 FLRT3、Rnd1 结合调控细胞粘
附[38]。酪氨酸磷酸化 UNC5B 是其被激活行使功能的必要条件，Src、FAK 与
UNC5B 结合酪氨酸磷酸化激活 UNC5B[38]。 
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